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pp^rppyr pp PPFPA ? ftTinN HE GENOME D'ADENQVIRUS 
Bf;rnMBiNANTS 

U presente invention conceme im nouveau precede de preparation 
d-adenovirus recombinants et I'utiUsation de ces adfaiovirus en thSrapie gfinique. Ele 
5 conceme egalement des plasmides procaryotes adaptes ft la preparation de ces 
adenovirus. 

U therapie genique consiste a corriger une deficience ou une anomalie 
(mutation, expression aberrante. etc.) par introduction tfune information genfitique 
dans la cellule ou I'organe affectfi. Cette information genfitique peut etre introduite soil 
10 in vitro dans une cellule extraite de I'organe. la cellule modifiee etant alors reintroduite 
dans rorganisme. soit directemem in vivo dans le tissu apprcprie. Dans ce second cas, 
differentes techniques existent, parnii lesquelles des techniques diverees de transfection 
impliquant des complexes d'ADN et de DEAE-dextran (Pagano et al.. J.Virol. 1 
(1967) 891) d'ADN et de proteines nucleaires (Kaneda et al.. Science 243 (1989) 
15 375) d'ADN et de lipides (Feigner et al.. PNAS 84 (1987) 7413). I'emploi de 
liposomes (Fralev et al.. J.Biol.Chem. 255 (1980) 10431). etc. Plus rfcemment, 
l emploi de vims comme vecteurs pour le transfert de g6nes est apparu comme une 
alternative prometteuse a ces techniques physiques de transfection. A cet 6gard. 
differents vinis ont ete testes pour leur capacite a infecter cenaines populations 
20 cellulaires. En paniculier. les retrovirus (RSV. HMS. MMS. etc.). le virus HSV. les 
vims adeno-a.s.socies. et les adenovirus. 

Parmi ces virus, les adenovirus prfescntent certaines proprietes interessantes 
pour une utilisation en th6rapie genique. Notamment. ils ont un spectre d'hote assez 
large som capables d'infecter des cellules quiescentes. ne s'integrem pas au genome de 
la cellule infectee. et n'ont pas ete associes a ce jour a des pathologies imponantes 
Chez Iliomme. Us adenovirus ont ainsi ete utilises pour transferer des genes d'interet 
dans le muscle (Raeot et al.. Nature 361 (1993) 647). le foie Uaffe et al.. Nature 
cenetics 1 (1992) 372). le svsteme nerveux (Akli et al. Nature genetics 3 (1993) 224). 



25 



30 



etc. 



Les adenovirus soitt des vims a ADN double brin lineaire dune taille de 36 kb 
environ Leur cenome comprend noiammem une sequence invetsee rep6tee (ITR) a 
chaque exiremi.e. une sequence d'encapsidation (Psi). des genes precoces et des genes 
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,« fi«re 1) us Fi"CipM> gin« P««x:es son, con.«>»s <lans les «gi»s El 
ari,fs(Cffig»i> 1^ I" Jri«scoivlenus<la«slart8ionElsoran6cessa«BBla 

E2. E3 « E4. ^ co^n,. d«» W rt,icns U » 



^ ™™ri6iis(te«d6KJVini8i»ntoiiifecnKlessiis.elMi^ 
^ C^te ««s vin«« «e-*s, ««x.i on. W 

.atemrus « «e .t^miaions. radenovims a modifi* * 

15 evrawsnmen, E3 au m ^^^^ oosh-Choudtairy « al.. Gene 50 

hetirologue (Levrw> " aa6,i„„ au mveau de U rtgion El 

rr - 

cenomiquemodifieelFR 94 13355). 

r ndant Vevploitation indusmcUe et therapeutique des adenovims est 
" _euX:---ac.e..de^pa.^^^ 

«t pn effet oroduits par iransfecuon de VADN du vinjs 
.^■^ dans «ne ' cons^to. pon».. r««n*>= 

25 genome du virus '^"'^ ' , ^ fflfJremes panies du genome 

.^sf^Uondeplusie^tagn^^A^^ .^^^ ^ 

™, «omb»»nu » ^ ^crtons dans la Ugnee cdlutoe 

^binaison ^"^^^^ ^ ^<„binan.. Pour la nuse en oeuvr. de 
dencapsidBion, pour generer ^ conamrfons 

^ ':^r^rrreoudespan>esdug^de...d^recc.«n». 
quel'onsouhaiteproduire. 
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II existe differentes methcxles decrites dans Tan anterieur pour la preparation 
de ces constructions in vitro. La technique la plus generalement utilisee consiste a 
isoler I'ADN viral puis a le modifier in vitro par les methodes classiques de biologie 
moleculaire (digestion, ligature, etc.). Les constructions obtenues sont ensuite 

3 purifiees et utilisees pour transfecter les ligntes d*encapsidation. Toutefois, cette 
technique implique la pnxhxction de stocks de virus et la purification d' ADN viral pour 
chaque construction ou pour toute manipulation de r ADN du virus recombinant line 
autre technique repose sur Utilisation d'un plasmide portant une partie du genome du 
virus recombinant, qui est co-transfecte avec tm virus apportant la partie manquante 

10 du genome. Neanmoins. conune indique ci-avant. cette methode implique une 
recombinaison dans la lignee d'encapsidation et la disposition d'un virus supplemenuire 
approprie. Pour remedier a ces inoonvenients, il a ete propose d'utiliser des plasmides 
procaryotes pour preparer les ADN viraux utilisables poiu" la iransfection. En 
particulier. Bett et al CPNAS 91 (1994) 8802) decrit la construction d'un plasmide 

15 rcplicatif chez Emli comportant un genome adenoviral modifie (plasmide pBHGlO). 
Plus prteisement, ce plasnude porte un genome adenoviral delete des regions El, E3 
et Psi. circularise par jonction des sequences ITR, et qui comprend, inseree au niveau 
de la region 188-1339 du gfinome de Tadenovinis, ime partie du plasmide pBR322. Ce 
plasmide peut etre repliqu6 chez E. Coli, manipule pour I'insertion de genes d'interet, 

20 mais il presente toujours des inconvenients. Son utilisation pour la production de virus 
implique notamment I'emploi d'un second plasmide au moins apportant la region 
fiauche du genome viral. D'autres plasmides de ce t>pe et presentant le meme genre 
d'inconvenienis ont ete d6crits par exemple par Graham (EMBOJ. 3(12) (1984) 2917). 
Ces plasmides necessitent aussi de proceder a une eiape de recombinaison dans les 

25 cellules d'encapsidation. 

En paniculier ces technologies necessitent I'utilisation de differents plasmides 
pour permeitre la manipulation dans differentes regions du genome adenoviral. De plus 
I'obieniion du virus recombinant n'a lieu qu'apres recombinaison homologue des 
fragments genomiques co-transfectes dans les ceUules d'encapsidation. Ceci limite 
30 d'autant la frequence d'obtention des virus recombinants et le processus global est lent. 

II existe done dans Tart anterieur un besoin clair de pouvoir disposer de 
plasmides appropries, facUement manipulables et amplifiables in vitro, pour la 
preparation de genomes adenoviraux recombinants. II est egalemem important que les 
genomes ainsi produits soient pratiquement depourvus de regions provenant du 
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, V,. aui sont susceptibles (i) d'induire une reponse immunitaiie (ii) de coder pour 
S^i::de^iet(iiOder^uirelacapacit.^ 

U Pt^te invention permet de remMier a ces inconvenients. U pr^ente 
• ^Zn^effet des plasmides repondant a toutes ces exigences et permetumt 
i„venuondtenteneff«d«> p ^adenovirus recombinants utilisables 

ainsl une production donalc rapide ei emcace 

th&apeutiqucment 

U„telplasm,de«.rqris«.t*parexemples«rl.fig™2. 

rBvaM. '^^_^„^j.,f,^d.rempl<»dSmde«xita.cons«cl.on 
; Ug«e ^■«"«^»-~ J™„p„ par d« .^gions d» plas^ide 

;: rr.r^ - r 

procatyote. De ce mi = 6 (^j^ ci-avanl. Par aiUeurs. dans les 

^^salon Vinvan.0. ^JTR d^^ _ ^„ ^^„,„ ^ 

;0 permet d'obiemr des ADN viraux iineu 
virus recombinants. 

ne maniere plus preferentielle. les plasmides selon Vinvention comprennent 
. Z^Zlo. ^rmettant la replication dans les ceUules procaryotes et une 
^ire^rco^onrnt le genome ad^oviral bord. .un ou plusiet. s,tes de 
2=5 restriction nonpresem dans ledit genome. 

. „ les olasmides selon Vinvention comprennent egalement 

Cene region peui a" Ainsi cm peul ciier 1« genes conferant une 

30 rtsisunce a "--"^^ .aiis^ en biCogie motol^re 

rM^^rr^^^ - d. pe- se ^ d.a„^ g^es ,ue 
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des gtaes codant pour des marqueurs de resistance a un antibiotique. D'une maniere 
g6n6rale. il s'agit d'un gene qui donne a la bacterie une fonction qu'eUe ne possede plus 
(cela peut correspondre a un gene qui a 616 dfel6te sur le chromosome ou rendu 
inactiO. le gene sur le plasmide retablissant cette fonction. A litre tfexemple a peut 
5 s'agir d'un gene tfun ARN de transfert qui rfetoWit une fonction chroraosomique 
deficiente (Sonwesfiial-. 1991). 

La region permettant la replication dans les ceUules procaryotes utilisee dans 
les plasmides de I'invendon peut etre toute origine de replication fonctionneUe dans les 
oeUules choisies. D peut s'agir tfune origine de replication issue d'un plasmide du 

10 groupe d'incompatibilitfe E (exemple = pRK290) qui permet la repUcation dans les 
souches d'E. £Qli Wl A. Plus g^neralement. fl peut s'agir de toute origine de 
replication issue d'un plasmide se repliquant dans les cellules procaryotes. Ce plasmide 
peut etre un derive de pBR322 (Bolivar si al-. 1977). un derive de pUC (Viera at 
Messing, 1982). ou d'autres plasmides derivant du meme groupe d'incompatibUite. 

15 c'est a dire de ColEl ou de pMBl par exemple. Ces plasmides peuvem etre choisis par 
ailleurs dans d'autres groupes d'incompaUbUite se repliquant chez Esdisdfibia fiOli. D 
peut s'agir de plasmides derives de plasmides appartenant aux groupes 
d'incompatibUite A. B. H. HI. FHI. FIV. HI. Hll. II. 12. J. K. L. N. OF. P. Q. T. U. 
W X Y Z ou 9 par exemple. D'autres plasmides peuvent encore etre utUises. parm. 

20 lesquels des plasmides ne se repliquant pas chez & £Qli mais chez d'autres hotes tels 
que B. fijUailis. Sossmsis^. P- 5- asnJSto. Ehizobmrn nj^- 

£j^gI2S2££ys issam ou Qsssmm. A titre preferemiel. on utilise les ongmes de 
replication issues de plasmides se repUquant chez E-fioli- 

25 Comme indique precedemment. le genome adenoviral present dans les 

plasmides de I'invention est avantageusement un genome complet ou fonctionnel. c'est- 
a^lire ne necessitant pas I'apport d'autres regions par recombinaison ou ligature pour 
la produaion des stocks viraux dans les lignees d'encapsidation choisies. 

Preferentiellement. le genome adenoviral recombinant comprend au moins des 
30 sequences ITR et une sequence permettant I'encapsidation. 

Us sequences inversees repetees (ITR) constituem I'origine de replication des 
adenovirus Elles sont localisees aux extremites du genome viral (a figure 1). d'ou 
elles peuvent etre isolees aisement selon les techniques classiques de biologie 
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n,^ai« connucs de rhomme du metier. La sequence nucltotidique des sequences 
molec«la.« ^^s serotypes Ad2 et Ad5) est decnte daiu; 

TTRdesadenovinishumams^enparuw*! rAV2) 
cue des adfenovirus canins (notamment CAVl et CAV2). 

rtgioncon>p«n»tl.s«:14»i*sU103d«g*nom.. 

U sequence d'OKapsi*"!™ (Mem« <l««"f « 

T, J ml EUe est taalisSe dms te fSnome des adenovms 

:rjr«»e s^uence dencapsidatfon ,0.^ « c«„pn« emre ,es ^.»ud« 
194 ei 358 du genome. 

Dans ^ HK* de r^alisarion ^ * r»™ndc«. genome ^ W^o™. 

. ♦ n«rtie de la region El. La region El est en eftet 

e««* a la «P"»°»^^ ^^^^^^ ^ « ^Hq«r de fa,on auu.n<»n. 

3p,es uanafen « ,„^„e de lta.me du meue,. 

, ^u, e,« J^™"^ J. ^,,u^<„. deleuon panieUe. ou addmon dune 

faalemem real,«B 0 Avanttgeuaanem. te gSnome de 

Sau3A). , . . ^, 

o , „ mode de rtalisalion panicuBiKment avantageux. le genome de 
r^TJLl. d*pou.v» de K». ou panie de la rtgion E3 e,/ou E4 
Vadenonrus u«l« J^, ^ « po^ble de consTuire des 

JO «/ouIVA2.Uden^'^ .^^ »pp,e.«aires 

E4 comprenam au moms les pn«» 
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ggalemcm toe tnodr.6 oomme decrit dans la demande FR9413355 incorpor^e a la 
prtsente par ief6rence. de mani&e a 6viter les risques de contamination par des 
particules de r^licalion. 

Ittferentidleinent. le gfenome adSnoviral recombinant contient en outre 

5 une acide nucl6ique d'intferfet. L'acide nudfique d'interet peut gtre insert en 
differents sites du gteome de radenovirus. Avantageusement. U est insere au niveau 
de la ligion El. E3 ou E4. Cependant. il est clair que d'autres sites peuvent etre 
utilisfa. En particuiier, I'acc^ i la sequence nucleotidique du genome permet i 
I'homme du mfeiier d'identifier des regions permettant tfinserer I'adde nucleique 

10 d'interet. 

L'adde nudeique d'interet peut etre toute sequence d'ADN introduite dom le 
ffansfert et/ou I'expression dans la cdlule cible est recherchee. 

En particuiier. il peut comporter un ou plusieurs genes therapeutiques et/ou 
un ou plusieurs gfenes codant pour des peptides antigeniques. 

Les genes th&apeutiques qui peuvem ainsi etre transfetes som tout gene dont 
la transcription et eventuellement la traduction dans la cdlule cible generem des 
ptoduits avant un effet therapeutique. 

li peut s'agir d'un produit homologue vis-a-vis de la cellule dble (cest-a-dire 
un produit qui est normalement exprime dans la cellule dble lorsque celle-ci ne 
presente aucune pathologie). Dans ce cas. I'expression permet par exemple de palber 
une expr^ion insuffisante dans la cellule ou I'expression d'une proteine inactive ou 
faiblement active en raison d'une modification, ou encore de surexpnmer lad.te 
proteine Le gene therapeutique peut aussi coder pour un mutant d'une proteine 
oellulaire avant une stabilite accrue, une activite modifiee. etc. Le produit peut 
egalemerit toe heterologue vis-a-vis de la cellule cible. Dans ce cas. une proteme 
exprimee peut par exemple completer ou apponer une activite deficiente dans la 
cellule luipemiettantdelutter centre une pathologie. 

Parmi les produits therapeutiques. on peut citer plus particuberement les 
enzvmes. les derives sanguins. les hormones, les lymphokines : interleukines. 
int«ferons TOF. etc (W093/19191). les facteurs de croissance. les 
neurotran^netteurs ou lem. pr^cui^eurs ou enzymes de synthese. 1^ facteurs 
Ihiques : BDNF. CNTF. NGF. IGF. GMF. aFGF. bFGF. NT3. NTS. etc; les 
apllii^t^ines : ApoAI. ApoAlV. ApoE. etc (WO94/25073). la dystrophme ou une 
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w (FR 9111947). les genes suppresseurs de tumeurs : p53. R»plA. 
^(^24297) . .es g.nes «.a„t pour des f ac^s i„.Uc.^ dans la 
^'a^rJ^Facteurs VII. VIII.IX. lessees 

■._—«ia«e oeut 4galeii»l are m g&ie ou ime sequence aittisens. 
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i4U 3VO. 

. - 1 c haut racide nucleique d'interet peut egalement 

5Lfi<mes(Jel"me«(EP2592ia. 

, . r^ide nudttqu. tfin,W. comptend egalemem des sequences 
H^ft^mique e,/o» du gene codan, pour le pepUde 
P-«- ''"T" *^n^rs'ag.d=s s^uences qui son. nau«..emen, 
3„,jeni,ue dans U ^ J,„^.e ces sequences son, suscepUWes 

^Hes de "J^",, ^, .agir de sequences dorigine 

^"r:«« e on n^ne s^d^ques,. 

different («ponsaWes de I ^ _^ ^^^^^ 

NO— " P"", X P-mo-Hces is.es du g^no.,. de U ce«ule 

far exe-npte i pe>« ^ ^ fences promouices issues du 

,„e ro. desne «fec«r. ^^^^ ^ egard. on peu. =i.er par 

genome dun y ""P"' . „lP cmV, RSV, eK. En oum, c« 

les pcomo.eu« d« gen ^ tf^awta. 
sequences dexpression peuven. J ^ « <»„.pone pas de sequences 

> * ■''""'^-.r ■ z: .L™e du ..n^ d^eci. en a.- * 
s:rr r:::^: . :^ - ^.^e. .n. pe. 
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gtre la sequence signal naturelle du produit th6rapeutique. mais U peut 6galement s'agir 
de toute autre s&juence signal fonctionnelle. ou dune sequence signal artificielle. 

Les plasmides selon Vinvemion peuvent etre construits en utiUsant des ad&iovirus 
d'origine diveise. Diffferents s6rotypes rfadenovirus. dont la stmaure et les 

5 propriety varient quelque peu. ont en effet ete caracterisfe. Parmi ces serotypes, on 
piifere utiUser dans le cadre de la presente invention les adenovirus humains de 
type 2 ou 5 (Ad 2 ou Ad 5) ou les adenovirus d'origine animale (voir demande WO 
94/26914). Partni les adenovirus d'origine animale utiUsables dans le cadre de la 
presente invention on peut citer les adenovirus d'origine canine, bovine, murine. 

10 (exemple : Mavl, Beard et al.. Virology 75 (1990) 81). ovine, porcine, aviaire ou 
encore simienne (exemple : SAV). De preference. I'adenovinis d'origine animale est 
un adenovirus canin. plus preferentiellement un adenovirus CAV2 Isouche 
manhattan ou A26/61 (ATCC VR-800) par exemple]. 

Selon un mode particulier de realisation de Finvemion, I'adenovirus utilise est 

15 un adenovirus d'origine humaine. Selon un autre mode avantageux. I'adenovirus est un 

adenovirus d'origine animale. 

Comme indique ci-avant. le genome d'adenovirus recombinant est 
avantageusemem borde d'un ou plusieuis sites de restriction absents dudit genome. Ce 
ou ces sites permettent d'exciser de maniere simple et efficace le genome adenoviral 

20 recombinant du plasmide. La sequence genomique de I'adenovirus etam connue et 
accessible Thomme du mfetier peut selectionner par des experiences de routine des 
sites de restriction absent de ce gfenome. A tiu* d'exemple. on peut citer les sites Pad. 
HsdV et 5Ml (pour Ad5) ou Snafcl (dans Ad2). 11 est egalemem possible de rendre 
certains sites uniques en modifiant la sequence du genome adenoviral. Ainsi. d'auuies 

25 enzymes peuvent etre utilisees si les sites de restriction correspondants sont supprimes 
modifies ou deletes dans la sequence adenovirale construite chez £• £Qli. Les sites 
peuvent etre positionn^s direaemem a cote des extremity du gSnome adenoviral, ou 
espacees de quelques paires de bases. 

Un plasmide particulierement prefete au sens de I'invention est le plasmide 

30 PXL2638 comprenant I'origine de replication du plasmide RK2. le gene de resistance a 
la tetracycline et un c^nome d'adenovirus recombinant possedant des regions El et E3 
non fonoionnelles et borde de 2 sites EaU- Un acide nucleique d'interet peut etre 
insere en differents' sites du genome adenoviral, et notammem au niveau des regions 
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El. E3 et E4. Diffei^nts sites de restriction peuvent etre utilises a cet effet. tel que 
"spl^i^-lonUpr^sente^^^^ 

™,™eres Selon une mfthode pr&kc^. on constniit dans un premier temps des 
Zrr^- Pottant les ITR du g^ome ad^oviral. bcnies du ou des sites de res^<^ 
Zoprife Ces rm sent create introduites dans un plasm.de procaryote. puts. ^ 
risi^ ^pe. le g^ome ad^ovira. recombinant est reconstruu ent. ^ im 
nurture soit par tecombinaison. De mamere preferee. le genome est 

„li en udliM. ,«K amche IBIA .&> de *toionner les evS«i«B de recombi„««n 
t^Sl « Wden, ces »n»u«ions ^ve„, aussi ..re ^«sees ^ 
^ s«*«s pemew.. de s*te«iom,er des evenemen. d= ,«x,mbu«,so,^ 
^.els *«nem«m d. «combim»on peuvem e„e cribles pnr »™p,epar»,on. 

tiuiswon d» ...r<,ueu.. ou «en ai«a,e . .'aide .e ^d^ 
^fL pour les joncdcns ob,em,es ou pert.es. D. plus, d «os» d«a«s 
speaftques po J jx^^^e, des ivteemenB de recombimison homotogue 

chezt-isai r f^todemolfculesdrculeitesnonreplicauves 
■^f''-'™"^ * eTTau^. .993,. ,«.saUon de souches dans 

ITL": « r,^..« P.s (Miue, e, Me.a,a„os. „8S. Zee, . ... 

rrx^soes.— ^^^^^^^^^ 

pas Chez pji^i^Wa siM- 

r ^ „l oue d« ci-avanl. 11 peut s'agir en parUcuIier de toule 
eon^, un plasr,* .el que d*m ^^btaant peu. S«e 

avanuse-^nent ™a ^^^^ ,^ ^ 

^. u ----""e, E1.UCI.. 1979), celle mise au ^u,, par Hanaban 

15 transformaiion au CaC12 l^iagen ci ^ 
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et Id (1983) ou toute technique derivee de celle-ci (Maniatis fii al-. 1989). ainsi que par 
fel^otransformation (Wirth el d-. 1989). Voir 6galement les techniques gene«les de 
Biologic Moleculaire ci-apres. 

Un autre otjet de hi presente invention reside dans un precede de produaion 
de gfenomes tfadfaiovirus recombinants. Selon ce procti^. des ceUules procao^otes 
tellK Qtie dtoites ci-dessus sont cuhivees puis, dans une deuxieme etape. les plasmides 
sont recupires. Avantageusement. la culture est realisee pendam un temps 
suffisamment long pour produire des quantity appropriees de plasmide U plasmide 
oeut fitre recupere par toute technique connue de lHomme du metier pour la 
Laration d ADN plasmidique. Ainsi. il peut ^ r^p^ par preparation d'un >^t 
J suivi dune centrifugation dans un gradient en chlorure de cesium (Mamatis si M 
1989) D-autres techniques peuvent etre utilisees. faisant appel a damres methodes de 
ivse milisant le triton X-IOO. par exemple (Au^bel £i .1.. 1987). ou bien une colonne 
Lange danions apres Vetape de lyse et de separation de r ADN plasmidique v. a .ns 
de la maiorite de I'ADN chromosomique et des proteines. Us plasmtdes ams. 
^cuperes peuvent ensuite etre purifies et traites en presence de I'enzyme de rem«ion 
"Xond^nt a^ sites bordant le g^ome viral. Ceci permet en une «t.e eupe de 
gen Jr un genome dadenovirus recombinant lineaire. directement utihsable pour la 
woduction clonale de virus recombinants. 

A cet egard. une premiere methode pour preparer les virus recombmants 
consiste a transf ecter le genome viral produit a partir des plasmides de Vinvention dans 
L lignee cellulaire dencapsidation competente. c'es,-a-dire ponant en trans toutes le 
ZZs n^essaires a la complementation du virus d^fectif. Ces fon«.ons son, 
^rnUellement ^t.gr^s dans le genome de la cellule, ce qui ..duit les nsques de 
w«oic«„ PtconfereunestabiliteaccrueaiaUgneeceUulaire. 

™nmDri« le Sf«y« Ktombta.™ prtpart « I'ADN Hm o« de plusiem. virus ou 

oTpaente cp.«e 6e ccplen^ter .ou,e. les fo„«o„. Weaves de 
, r:::ir,eLbin3,>t v^^. ^ f-do. e. en e«e, compl^en^e p. .e 
o« les vto helper. Ce ou ces virus helper son. eux-memes dtfecnfs. 

P^i les annies cellulaiies uUisaMes. on peul dter noammen. la lignee de 
^ en,h^.,e iiir^i" ^'3 (CW>» « I Oen. Virol. 36 U97J, 59). Cene 
";rc»«iem nounnnen.. ^^^^l^.^ P-*' ^= 
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u •« ArfS (12 %) U transfection peut etre realisee avantageusement 

avant. sans 6tape de purification du genome adenoviral. 

U pr^sente invention conceme egalemem toute composition 9^^^-^^^^ 

«««abl.s pour une fonnutation injembte. II peut rtgT oi 

15 solutes injectables. 

us doses de vims udlis^ fo^ NecSon p«,vem «r. edapto m fo«to. 
. ^ rm«ues « no«nm«« en foncdo. du oKide d'admi.isra.on uuhse. 

ae la pad,olos.e """T ^ ^ovi-us re<»n,bim.,s selon mvemicn son, 
^^^^t^s .^pHses e„,re .0^ e, .0» p,u. e, de 

•"^ . ' !L Lnon de virus, e, es, de.enni„e par infeaion dune coluire 
p^voir " ;^;2e ge„Wen», apres 15 j<^. du de pUges de 

rr^rrr-Tques de d^e^-on du ,u .une s.«ion v«e 
25 sonlbiendocuoienKesdanslalinetMure. 

Selo. la sequence dADN he^olofue inseree. les adeno«n«, de mvento 
Selon la sequ prevemion de nombcenses palholog.es. 

peuvent^reuilisespourle — ° ^^^^^ ,^ 

ies j:^t^.«c,,>.scanllespad».ogiesli^ 
30 ^:raCrra^^«e...«ogies,^au. 

infections virales (hepatites. SIDA. etc), etc. 
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U iHisente invention sera plus completemem decrite a Faide des exemples 
qui suivcnt. qui doivent eue consid^rfe comme iUustratif s et non limitatif s. 

LEGENDE DES FIGURES 

Figure 1 : Organisation gfenfetique de radenovirus Ad5 
3 Rg«re2:CartesdcrestrictiondepXU626etpX12627. 

W • g^e de tfedstance i VmfAaOir^: pMBl On. engine de replication de pMBl: 
Zfile de resistance i la t^cline; RK2 Ori. origine de r^plicatxon du plasnude 
L panies circulaires des cartes des plasnudes ne sont pas a la meme echelle que 

10 Figure 3 :Consmclion*ipl>mi*pXL2638. 

C««s cons™nlo« es. rffccu^e "nwe cela es, decri. dans rex^nple 1.2. par 
homoteue Chez SF800 (E. £^ pdA.- W : g«ne de — = 
pMBI OH. engine de .^plicadon de pMBl. Te,', d. 
RK2 Oh. origine de .ipUc»ion d« RK2. Us p.„,.s 
15 ^desp.asnUdes.iess*^-'""*-"— f"'-'"""*^'^ 
i ^,|fr „ .rj-. fft i n--d,hiolo>irmoltail»irt, 

, « ™ahodes dassioues de biotogie mdeculaires ttUes que la cenuifugadon d'ADN 
US mahodes daswp. ^„„.b„„„„ tfeUudium. les digesdons par 

^ ^l^ltides n^«,»es e,c. son, d^^es dans ,a ■in.^.re .Ma.a,is . 
al..l989). 

. ifA #n,imies oar New-England Biolabs (Beverly. MA). 

~ s^par. selon leur taille sur des^els 
! L 8 a 1 5 % Purifi^ par GerteOean (BIOIOI. UJolla CA) et mcubes de 

d-agarose de 0.8 a ''[^^ pH 7.4 50 mM. MgCl2 10 mM. DTT 10 mM. 

25 nuit a 14''C dans un tanjpon ins v« 

ATT 2 mM. en presence d'ADN ligase du phage T4. 

c^ntutiUsesoourtransfonnerlasoucheienduecompetenteECQli 

r 1 PCR (Polvmerase CMn Reacdon). a igalemen, W rtalisee aelon 
30 L'amplrfication par FCK. iroiyiiicio^ 

Maniatisfil2l..l989. avec les specifications suivantes : 
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2^ 72-C. Ce cy* . W r**^ 25 to. d»s PE9600 -n^-ccto 

Ciiv CA). seta les reooTimmdatknis dii f abncam. 

«f««* d« nances d^te-brin par U n^ho* de 
,0 L^dtcWn«»uata.des»norc«fl«o««e.«Nous.vons»«Ii»41.k« 
n^SelaqDyePrin-erKhde Chez AppL=dBi«ys«m (Applied BK«y«». 

F«erCinCA)seloiilessp4ciflortmid»tatncaiit 

c 1 • Clonace d un genome adSnoviral. adinovirus hianain d» lype 5. bonle de 
^:^^^J^ „. plaanide du ^pe di«»npa«W P a. ^p.i=». 

15 chezE.coli. 

Exempie M " Cet exemple Ul«s« comment les extr^mitfe du genome adeno«ral 

- I f i^. oar PGR de maniere a border les extremites. (ITR). par m site 
peuvent etre amplif lees par r^-R. 

Afin d-obtenir des frequences de .«combinai«,n satisfaisantes par la suite, nous avons 
choisi des fragments d'environ 400 bp qui om 6tes amplifies. 
Trois oliconucltolides ont 6tfe choisis : 

. Loligo 1 est commun aux deux amplifications puisqu'il correspond aux extremites 

T "!nr«niets nucleotides constituem une queue qui evite la formation de structure 
ilir^ rLotides suivam constituent un Site de res^.^^^ 

30 rAd5 . position 1 a 27. 



20 



25 
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t wieo 3 utiUse avec roligo 1 permet d'amplifier un fragment de 384 bp a rextremue 
U comp«nd une queue de six nuclides. Us dix-hui« nucleotides smvant 
Sles sites E5a.KpnI « SpsI- vingt-quatre mu:ltoUdes suivants corresp«^ent 
r^^-con^entaite de la sequence choisie ^ I'AdS entre les poshicns 361 et 

385. 

£gtl JttJDl SBfil 
U choisi. pour ran^itodo. * «■ I*^* ^ 

454 bp clone dans plCl9H. 

L-oligo 2 utilise avec Voligo 1 pennet dampUfier un fragment de 418 bp a TexB^mite 
droite II comprend une queue de six nucleotides. Us six nucleotides suivant creem un 
15 ^M-UsTngt-quatrenucltotidessuivants corresponds^ 
I'AdS enire les positions 35517 et 35540. 

20 isiX 

U dK-si. pour ramp-ificaion * r«^«e droU. 1= ''^'^'^ 
Inide pY23 comW V«rtn,W droae sous fom.e dun Frapnem AaU-Edl de 470 
bpcloni aux shes compaUbles W-BmHl d= pIC19H. 

^ , l^deuxpUismMesrecombmanlsotaenusonlelenoim^ 

r.YT ^^2"^ nour Vextremite gauche ei p/u^u^^ „ , 

PX12623 pour lOTem ^^^e. u ftasmen. EssRl-Esfl * ces 

— dans l««n a «e^enfpj^ ^ ^ ^ ^ ^, 

P"-^ a e.e P«nf. ^^^^ ^ e^r,. u plasnide recombu^. 
30 ^ ^"r^3^Se^.,es«.l«sderAd5.n,^e.«ohe.r.,2.. 
obienu esi nomme pXUio^o, u ^un^ 

Exemple 1 -2 : Constmcuon chez E-coIi d un plasmide contenam le genome adenoviral 
AE1.AE3, borde par des sites EaQl- 
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«.t^« nour recevoir le genome adenoviral est pRK290.(Ditta et aJ..1980). 
d'E-soUUQlA. reoombinaison horoologue dans la souche 

U I*"""* * pMX2 « possM. le g^ne d. rSsisunce » .A-.^cdlme 

r:::: 'jt-. ^ « « p«- * - 

PXL2626 D.S ce „:„ fct Salto s»r milieu LB en presence de 

„msfonnees par pXL26Z7-^ ^ ^^^^ ^, ^ 

15 «»'»«^;™^ iWcilline. E,.n. dom>e .pe « plasmide ne se riplKfe 

pas dans 1. „ j^nawn de «combi«uson homologue 

"^"'"^ " ."rix-O on, » conu^n les ex,*ni* a.*es, 418 

Is^t Tu g^o„« <^ rAdS. Les de ce premier 

20 bp. e, ga»ches. 384 bp. tfexrtmitSs. (Fig 2). Un second 

evinemen. de aonc Lir lieu, Dans c. cas. panni les deux 

^ossingover. ^ ^ ^ ^_„^„ ,3 

ivenemenB possibles. u« se«l . ,^1^. 

.^Woncon^li^dugeno^deiAa t ^ a. cultures diluoon 

25 Cene seconde ^Len* par de U ^racyoBne e, de 

5'.CGTGGAGACACTASTQe , ^ ^ 

sequence de 'A"^- "J 5 ^.^sUons par les endonucleases ^ « 0.1. 

35 eteretenu.Celui-ciaetenomm6pXL2628. 
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pXL2628 a ete digfere par 22al. religature. puis transforme dans des cellules E-coli 
TGI competentes. Un clone TetR et AmpS a ete menu. Son profil de restricUon 
montre que la rtgion correspondant au pMX2 a ete deletee. Ce clone a ete nommfi 
pXL2638. 

5 La digestion par Ead de pXL2638 Ubfere le gSnome de i'AdS sous fonne tfun fragment 
de 34 kb. Ce fragment peut ttre utilisfe lel quel pour des experiences de transfection de 
ceUules de mammiferes transcomplteientantes pour les f onctions El de radSnovirus. 

Fvemple 2 : Production d'adenovinis recombinants 

Des clones d'adenovirus recombinants peuvent fetre construits dans une premiere etape 
10 Chez F-^h^chia soli, par insertions de fragments contenant un plusieurs genes avec 
des signaux de regulation appropries pour exprimer ces genes dans les ceUules de 
mammiferes etudiees. ou deletion de certains fragments du genome de radenovirus. ou 
encore la combinaison de ces deux evenements. puis ensuite. aprds transfection de 
cellules productrices, un stock d"un tel virus recombinant peut etre obtenu. 
15 Le plasmides pXL 2638 est purifi6 a partir d'une culture de ceUules E, Coli TGI 
competentes iransformtes. Le genome adenoviral est libere par digestion en presence 
de I'enzyme EicI- Le ^oduit de digestion est utilise direciement pour produire ks 
adenovinis recombinants. Pour cela. les cellules de la lign6e 293 som transfectees par 
le produit de digestion de pXL2638 en presence de phosphate de calcium. Les 
20 adenovirus recombinants produits som ensuite seleaionnes par purification sur plaque. 
Apres isolement. I'adenovirus recombinant est amplifie dans la lignee cellulaire 293, ce 
qui conduit a un sumageam de culture conienam I'adenovirus recombinam non purifie 
avara un titre d'environ 1 0^ ^ pfu/ml. 

Us parucules virales som ensuite purifiees par centrifugation sur gradient de 
25 chlorure de cesium selon les techniques connues (voir notamment Graham ct al.. 
Viixjlogj' 52 (1973) 456). L'adenovirus peut fetre conserve a - 80"C dans 20 % de 
glycerol. 
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LISTS DE SEQUENCES 



(1) INFORMATIONS CENERALES: 

(i) DEPOSANT: _ 

(A) NOM: RHONE POULENC BORER 
. (B) RUE: 20 AVENUE RAYMOND ARON 

(C) VILLE: ANTONY CEDEX 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 92165 

(G) TELEPHONE: 40.91.69.22 
j5 (H) TELECOPIE: 40.91.72.91 

(il) TITRE DE L- INVENTION :_PROCEDE DE PREPARATION DE GENOME 
D' ADENOVIRUS RECOMBINANTS 



20 



30 



40 



55 



(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 4 



(iv) FORME DECHIFFRABLE PAR ORDINATEUR: 
2= (A) TYPE DE SUPPORT: Tape 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 
C SYSTEME D" EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DOS 
(D) LOGlSiL: Patentin Release #1.0. Version #1.30 (OEB) 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIOUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 47 paires de bases 



XJV/l^ww — ^ * 

or (Bi TYPE: nucleotide 

iC) NOMBRE DE BRINS: simple 
(r^ CONFIGURATION: lin^aire 



(ii) TVPE DE MOLECULE: ADNc 



(xU DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1 : 
45 CGGCGGGAAT TCTTAAT^AA CATCATCAAT AATATACCTT ATTTTGG 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2: 

50 (i) CARACTERISTIOUES DE LA SEQUENCE: 

uC) LONGUEUR: 37 paires de bases 



47 



tTi\ TYPE: nucleotide 
ici NOMBRE DE BRINS: simple 
(D^ CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
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(Ki) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 
5 CACCACCTGC AGGGCAGCCA TAACAGTCAG CCTTACC 



10 



20 



25 



30 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 48 paires de bases 



(B) TYPE: nuclfeotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: Simple 
j5 D) CONFIGURATION: linfeaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNC 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 
CACCACCTGC AGGGTACCAC TAGTGTCTCC ACGTAAAC6G TCAAAGTC 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 4: 

(15 CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
^ SgUEUR: 37 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: linfeaire 

35 (ii) TYPE DE MOLECULE: ADNC 

(Ki) DESCRIPTIOK DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 
^ CGTGGAGACA CTAGTGGTAC CCTGCAGGGC AGCCATA 
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1 Piasmide procaiyote comprenant un genome d'ad6novinis recombinant bordfe par un 
ou plusieurs sites de restriction non present dans ledit genome. 

2 Piasmide procaryote caract6ris6 en ce qu'il comprend une premiere region 
5 permettant la replication dans les cellules procaryotes et une deuxieme region 

comportant un genome adenoviral bordfe dun ou plusieurs sites de restriction non 
present dans ledit goiome. 

3 Piasmide selon Tune des revendications 1 ou 2 caracteris6 en ce que la region 
permettam la replication comprend une origine de replication fonaionneUe dans les 

10 cellules procaryotes. 

4 Piasmide selon la revendication 3 caracterise en ce que Torigine de replication est 
issue d'un piasmide bacterien choisi parmi RK2. pBR322 et pUC. 

5 Piasmide selon I'une des revendications precedentes caracterise en ce que la 
premiere region permettant la r^lication comprend egalement une region permettant 

1 5 la selection des cellules procaryotes contenant ledit piasmide. 

6 Piasmide selon I'une des revendications prec6dentes caracterise en ce que le gfenome 
adenoviral recombinant comprend au moins des sequences ITR et une sequence 

d'encapsidation. 

7. Piasmide selon la revendication 6 caracterise en ce que le genome adenoviral es, 
depourvu de tout ou partie de la region El. 

8. Piasmide selon la revendication 7 caracterise en ce que le genome ad^oviral 
depourvu d'une partie de la region El correspondant aux residus 4^4 a 3328 ou 382 a 

3446. 

9 Piasmide selon la revendication 6 ou 7 caracterise en ce que le genome adenoviral 
25 est depourvu de tout ou partie de la region E4 eVou E3 et/ou Iva2. 

10 Piasmide selon la revendication 9 caraaerise en ce que le genome adenoviral est 
depourvu d'une partie de la region E4 comprenam au moins les phases 0RF3 et/ou 
0RF6. 
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11 Plasmide selon Tune des revendications precedentes caracterise en ce que te 
g^ome adenoviral est d'origine humaine ou animale. 

12. Plasmide selon la revendication 1 1 caract6ris6 en ce que le genome adenoviral est 
un gfaiome adenoviral huniain de type 2 ou 5. 
5 13 Plasmide selon la revendicadon 11 caraCferisi en ce que le genome ^lenoviral est 
un genome adenoviral canin dioisi parmi le s&otype CAV2. 

14 Plasmide selon IMne des revendications precedentes caracterisfe en ce q.^ te 
genome adenoviral recombinant derive dun adenovirus Ad5 et est bordd de sites Easl. 
^VouSxai- 

10 15 Plasmide selon l^e des revendications precedentes caracterise en ce que le 
genome adenoviral recombinant comprend un acide nucleique d interet. 

16 Plasmide pXL2638 caracterisfe en ce qu'il comprend Vorigine de replication du 
«.««nide RK2 le gene de resistance a la tetracycline, et un genome d'adenovmis 
'^^p;i^nt des regions El etESncfonaionnell. et bord. de 2 sites 

15 Ea£l- 

17. cellule procanrote contenam un plasmide selon I'une des revendications 1 i 16. 
IR Precede de production de genomes adenoviraux recombinants comprenant la 
Luure de cellules procaryotes selon la revendication 17. et la recuperation des 
plasmides. 

20 PcocMe «ta la «v«lic.don 19 cracW* en ce ,ue tes plasmides son. tm*s 
1 ^ I ^ - ^ " ^ 

adenoviral. 

25 21 Procede de preparation d'adenovims recombinants caracterise en ce que Von 
T hL cellulaite d'encapsidation avec un genome adenoviral prepare 

is ou . . on r^cup^ les ad^nov^ 

produits. 



WO 9605506 

23 



22. Procfedfe selon la revendication 21 caracteris§ en ce que la lignee cellulaire est la 
Ugn4e293. 

23 Compositioii phamaceutique comprenant un ou plusieurs adenovirus 
recombinants prepares selon Ic ptocMe de la revendication 18. 
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